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摘 要 : A tt es we 7 号 "的 抗 寒 机 理 ， 本 研究 采用 TCA 
(三 氛 乙 酸 )- 丙 酮 沉淀 法 , 提取 低温 胁迫 (4 'C, 7 dd) 前 后 的 叶片 总 蛋白 ,对 蛋白 提取 方法 、IPG( 固 定 pH 梯度 

条 种 类 等 环节 进行 了 优化 ,运用 双向 电泳 和 质谱 分 析 技 术 ， oe ~、“ 陆 油 7 号 '5 时 期 叶片 总 0 
组 分 的 表达 差异 模式 。 结 果 表 明 : 改进 后 的 蛋白 质 提 取 液 ( 含 DTT， 二 硫 苏 糖 醇 ) 和 PVPP( 聚 乙烯 吡咯 烷 酮 ) 得 
到 的 蛋白 质 平均 浓度 较 改 进 前 高 3.42 pgpL ',， 除 盐 时 间 较 改进 前 短 1.14 h; 同时 ， 含 蛋白 酶 抑制 剂 茶 甲 基 硕 
酰 氟 PMSF) 的 蛋白 提取 液 获 得 的 蛋白 质 种 类 丰富 ， 凝 胶 图 谱 中 可 检测 到 661 个 蛋白 点 ， 较 改进 前 可 测 蛋 白 点 
数 (587) 提 高 11.2。 采 用 17 cm pH 4~7 的 IPG 胶 条 的 电泳 能 更 好 地 分 离 蛋 白 , 得 到 重复 性 好 、 分 闪 率 高 的 蛋白 
质 组 图 谱 。 利 用 PDQuest 8.0 软件 分 析 比 较 了 超 强 抗 寒 品种 ' 陇 油 7 号 低温 胁迫 前 后 的 蛋白 组 表达 谱 ， 发 现 低 
温 胁 迫 前 后 共有 15 个 质变 的 蛋白 质点 ， 推 测 这 些 差异 蛋白 点 可 能 与 低温 胁迫 的 响应 有 关 。 进一步 对 质变 的 蛋 
白质 点 进行 了 质谱 分 析 ， 鉴定 出 11 个 与 低温 胁迫 相关 的 蛋白 质点 ,这些 蛋 白 包括 光合 作用 相关 的 蛋白 、 糖 代 
谢 相关 的 蛋白 、 物 质 运 输 相关 的 蛋白 和 逆境 响应 相关 的 蛋白 。 而 且 , 低温 胁迫 处 理 前 后 ,，“ 陀 油 7 号 ?叶片 蛋白 
质 的 表达 水 平 存 在 明显 差异 ， 这 些 差异 蛋白 可 能 在 冬 油 菜 抗 寒 响应 中 发 挥 重要 作用 .。 
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Abstract: Successful northward expansion of winter rapeseed depends on breeding of super cold-resistant varieties. The 
‘Longyou’ series of Brassica campestris varieties is cold-resistant, but this mechanism has still not been fully understood. In 
this study, seedlings of B. campestris ‘Long-you No. 7’ variety (a strong cold-resistant variety) was used to determine the 
cold-resistance mechanism at proteomic scale. The TCA (trichloroacetic acid)-acetone precipitation method was used to 
extract total protein in leaves before and after low temperature stress (4 ‘C for 7 days). Then the protein extraction method 
and different pH range of IPG gels was improved and optimized. Furthermore, by using the two-dimensional gel 
electrophoresis and mass spectrometry methods, the differentially-expressing patterns of total protein in the leaves of 
‘Long-you No. 7’ at five-leaf stage under low temperature stress was determined. The results showed that the average 
concentration of leaf protein extracted with the improved protein extraction Solution containing DDT (DL-Dithiothreitol) and 
PVPP (crosslinking polyvingypyrrolidone) increased by 3.42 ug:uL ! and the desalting time deceased by 1.14 h. This indicated 
an improvement in extraction efficiency by the addition of DTT and PVPP to protein extraction solutions. In addition, the 
addition of protease inhibitor containing PMSF (phenylmethanesulfonyl fluoride) to protein extraction solutions led to the 
detection of more protein categories; further increasing the number of protein spots by 11.2% (661 versus 587) in the gel 
pattern. It was also found that by using 17 cm IPG gel (which isolated proteins in a better way) with pH range of 4-7 at vertical 
electrophoresis stage, higher quality proteomic maps with good repeatability were produced. By using PDQuest 8.0 software, 
proteomic expression profile of a strong cold-resistant ‘Long-you No. 7’ seedling before and after low temperature stress Was 
analyzed and a total of 15 differentially-expressed protein spots detected, which was supposedly related to the response to low 
temperature stress. After further analysis of the protein spots by mass Spectrometry，11 different categories related to low 
temperature stress were identified, including photosynthesis protein, sugar metabolism protein, material transportation protein 
and adversity response protein. The findings also showed that the expression level of leaf proteins in ‘Long-you No. 7 
seedlings differed obviously. Such differentially-expressed proteins were probably critical for cold resistance of B. campestris, 
which provided a useful basis for further research. 
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低温 是 农业 生产 中 常见 的 一 种 严重 自然 灾害 ， 
它 可 以 使 植物 细胞 脱水 结晶 ， 原 生 质 内 发 生 不 可 逆 
的 凝 胶 化 ,造成 植物 细胞 的 机 械 损 害 或 死亡 。 相 对 于 
甘蓝 型 油菜 (Brassica napus), 白菜 型 油菜 (Brassica 
campestris) 具 有 抗 寒 性 强 、 耐 痔 薄 等 优良 性 状 , 在 北 
方 寒 旱 区 有 着 甘蓝 型 油菜 无 法 替代 的 作用 中 。 自 孙 
万 仓 等 站 提出 冬 油菜 向 我 国 北方 寒 旱 区 北 移 的 可 行 
性 后 ， 冬 油菜 的 种 植 面积 日 益 扩 增 , 产生 了 巨大 的 
生态 效益 和 经 济 效益 。 冬 油菜 的 成 功 北 移 ， 主 要 依 
赖 于 超 强 抗 寒 品种 的 成 功 选 育 。 陇 油 系列 白菜 型 冬 
油菜 品种 抗 寒 性 优异 , 但 其 抗 寒 机 理 尚 不 完全 清 
楚 。 目 前 ， 对 白菜 型 冬 油菜 的 研究 主要 集中 在 其 抗 
寒 性 的 形态 特征 与 生理 特征 路、 抗 寒 响 应 相关 的 基 
因 克 隆 !*% 等 方面 , 但 是 对 其 抗 寒 机 制 的 蛋白 质 组 学 
研究 其 少 。 目前 ,， 薄 媛 媛 "1 仅 在 蛋白 质 上 样 量 的 比较 
和 等 电 聚 焦 (IEF) 的 优化 方面 作 了 初步 研究 ， 尚 未 对 
低温 胁迫 前 后 的 差异 蛋白 作 深 入 的 探究 。 

蛋白 质 是 生理 功能 的 执行 者 ， 是 生命 现象 的 让 
接 体现 者 。 因 此 ， 要 对 生命 的 复杂 活动 有 全 面 和 深入 
的 认识 , 就 必须 进行 蛋白 质 组 学 方面 的 研究 站。 目前 ， 
双向 凝 胶 电泳 (two-dimensional gel electrophoresis, 2-DE) 
技术 已 成 为 蛋白 质 组 学 研究 的 首选 技术 ,特别 是 用 


于 抗 逆 性 差异 蛋白 质 的 分 析 及 鉴定 , 利用 2-DE 技 术 
能 够 比较 分 析 生 物 样 品 在 不 同 条 件 下 蛋白 质 组 学 的 
动态 变化 ， 从 而 筛选 和 鉴定 出 功能 特异 性 的 蛋白 质 
及 对 应 的 基因 。 近 年 来 ,2-DE 技术 被 广泛 应 用 于 农 
业 、 医 学 和 微生物 学 等 领域 "1。 例如 ， 窄 宇 有 等 (7 
对 盐 胁 迫 下 的 棉花 (Gossypium hirsutum) 叶 片 蛋 白质 
组 进行 了 分 析 ， 发现 24 个 蛋白 点 的 丰 度 产生 了 显著 
变化 ， 从 而 鉴定 了 一 些 盐 胁 迫 应 答 蛋 白 。 王 哲 等 1 
用 含 磷 和 缺 磷 的 完全 营养 液 处 理 水 培 6 d 后 的 甘蓝 
型 油菜 幼苗 根系 ,发现 有 62 个 在 处 理 与 对 照 之 间 差 
异 显著 的 蛋白 点 。 其 中 25 个 蛋白 受 胁迫 上 调 表 达 ， 
37 个 蛋白 受 胁迫 下 调 表 达 。 王 小 丽 等 5 对 低温 胁迫 
下 玉米 (Zea mays) 叶 片 蛋 白质 组 进行 了 研究 ， 得 到 
了 5 种 新 的 蛋白 点 ,推测 其 与 抗 寒 性 有 关 。 低 温 胁 
迫 下 , 植株 通过 自身 的 遗传 性 和 生理 、 生 化 等 方面 
的 反应 ， 导 致 一 些 代谢 相关 蛋白 以 及 运输 相关 蛋白 
表达 量变 化 ， 从 而 诱导 自身 产生 一 些 与 抗 逆 相关 的 
反应 来 抵御 外 界 胁迫 盖 ]。 因 此 ,本 研究 应 用 蛋白 质 
组 学 方法 和 技术 分 析 低 温 胁 人 迫 与 正常 生长 条 件 下 白 
菜 型 冬 油菜 ' 陇 油 7 号 叶片 蛋白 质 组 差异 表达 的 变 
化 ,篇 选 和 鉴定 一 些 与 低温 胁迫 响应 相关 的 蛋白 质 ， 
加 深 对 白菜 型 冬 油菜 响应 低温 胁迫 分 子 机 制 的 认识 ， 
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为 进一步 利用 基因 工程 技术 培育 新 的 抗 寒 品种 以 及 
筛选 抗 寒 种 质 资源 货 定 基础 。 
1 材料 与 方法 
1.1 ”试验 材料 与 试验 设计 

以 超 强 抗 寒 (可 耐 -32 '‘C， 越 冬 率 为 85% 以 上 ) 白 
菜 型 冬 油 菜品 种 ' 陇 油 7 号 19 为 供 试 材料 。 于 2015 
年 9 月 24 日 选取 籽粒 饱满 、 大 小 一 致 的 油菜 种 子 ， 
用 10% 过 氧化 氧 处 理 30 min, 后 用 无 菌 水 冲洗 2~3 
次 ， 置 于 铺 有 两 层 滤纸 的 培养 下 内 进行 催芽 (光照 
14 h, 30 'C; 黑暗 10 h, 28 C)。 待 种 子 露 白 后 ， 播 种 
于 装 有 等 量 育苗 基质 的 花 盆 (14 cmx13 cm) 中 ， 育 苗 
基质 统一 距 花 岔口 2 cm 处， 共 20 盆 , 每 盆 4 株 幼苗 ， 
于 人 工 培养 箱 中 培养 (培养 条 件 为 : 光照 14 h, 25 'C; 
黑暗 10 h, 20 '‘C)。 待 幼苗 至 5 叶 期 时 , 分 2 组 处 理 ， 
每 组 10 盆 , 一 组 继续 在 上 述 条 件 下 生长 ， 作 为 对 照 
(CK); 另 一 为 处 理 组 (T) 于 人 工 培养 箱 4 低温 胁迫 
处 理 (培养 条 件 为 : 光照 14 h， 黑 暗 10 h)。 连 续 处 理 
7 d 后 , 分 别 取 对 照 组 和 处 理 组 混合 叶片 各 3 份 , 液 
氮 速 冻 , 置 -80 CC 贮存 用 于 提取 组 织 总 蛋白 。 试 验 
材料 所 需 养 分 来 自 育苗 基质 ， 其 成 分 为 蚂 石 、 珍 珠 
宕 、 草 炭 和 有 机 肥 ， 其 氮 磷 钾 合 量 宇 6%， 有 机 质 
过 45%。 购 买 于 甘肃 省 农业 科学 院 ， 材 料 每 隔 1~2 d 
浇 水 1 次 , 每 次 浇 水 量 均 为 花 盆 最 大 持 水 量 ， 进 行 
常规 管理 。 
1.2 ”白菜 型 冬 油菜 叶片 蛋白 质 差异 表达 分 析 
1.2.1 总 蛋白 凝 胶 图 谱 最 佳 pH IPG 胶 条 的 筛选 

为 筛选 ' 陇 油 7 号 :叶片 总 蛋白 凝 胶 图 谱 高 丰 度 
表达 蛋白 质点 分 离 清晰 可 观 、 低 丰 度 表达 蛋白 质点 
分 辩 率 高 且 蛋 白质 点 分 布 均匀 的 最 佳 pPH 范 围 的 IPG 
胶 条 ， 分 别 选 用 17 cm pH 3~10 和 17 cm pH 4~7 的 
IPG 胶 条 检测 蛋白 质 凝 胶 图 谱 分 离 情况 ， 确 定 最 佳 
IPG 胶 条 pH 范围 。 
1.2.2 ”白菜 型 冬 油菜 叶片 总 蛋白 提取 与 蛋白 质 浓度 

测定 
冬 油菜 叶片 总 蛋白 提取 采用 TCA- 丙 酮 沉淀 法 nl。 


并 分 别 采 用 本 研究 改进 后 和 改进 前 的 方法 。 

改进 后 : @ 取 油菜 叶片 ， 用 蒸馏 水 冲洗 干净 ， 滤 
纸 擦 干 后 ， 置 于 经 灭 菌 并 预 冷 的 研 钵 中 ,加 入 少量 
PVPP 后 , 加 入 液 气 充分 研磨 至 粉 未 状 ， 将 粉末 转 入 
若干 个 经 液 氮 预 冷 的 2 mL 离心 管 中 ; @ 每 个 离心 管 
中 加 入 -20 '‘C 预 冷 的 TCA- 丙 酮 ( 含 10% TCA、 
0.07% DTT 和 0.015% PMSF), 涡 旋 混 匀 , -20 'C 冰 
箱 过 夜 ， 次 日 4 '‘C、20 000xg 离心 30 min， 奔 上 清 
留 沉 淀 ; @ 每 管 加 入 约 2 mL 100% 冷 丙酮 ( 含 0.07% 
DTT 和 0.015% PMSF), 涡 旋 混 匀 , -20 C 静 置 1 h 后 
4 C、20 000 xg 离心 20 min， 奔 上 清 留 沉淀 , 重复 
此 步骤 1~2 次 ， 待 沉淀 呈 乳 白 状 ， 上 清 透 明 为 宜 ; @ 
加 入 约 2 mL 80% 冷 丙酮 ( 含 0.07% DTT 和 0.015% 
PMSF)， 涡 旋 混 匀 , -20 C 静 置 30 min 后 4 °C, 20 000 xg 
离心 15 min， 奔 上 清 留 沉淀 , 重复 此 操作 1~2 次 ; @ 
将 装 有 沉淀 的 离心 管 放 入 冷冻 干燥 机 中 干燥 至 白色 
粉末 状 后 加 入 一 定量 的 蛋白 裂解 液 (DTT 现 加 )， 室 
温 裂 解 2 h, 期 间 每 隔 30 min 进行 涡 旋 混 匀 , 4 ‘C、 
20 000 xg 离心 30 min， 取 上 清 即 为 油菜 叶片 总 蛋白 
质 ， 定 量 分 装 , -70 人 保存 备用 。 

改进 前 : 蛋白 提取 液 中 未 加 入 PVPP、DTT 和 
PMSF， 其 余 步 又 同 改进 后 方法 。 
1.2.3 ”蛋白 质 定量 

采用 Bradford29 法 测定 蛋白 质 浓度 。 
1.2.4 蛋白质 双向 电泳 

对 低温 胁迫 处 理 和 对 照 (CK) 的 油菜 叶片 总 蛋白 
质 进行 双向 电泳 ,第 1 向 等 点 聚焦 (IEF) 分 别 使 用 pH 
3~10 和 pH 4~7 的 IPG 胶 条 , 按照 GE Healthcare 双 
向 电泳 操作 手册 操作 ,样品 上 样 量 为 1 000 hg, 将 样 
品 与 水 化 液 按 体积 比 1 : 4 混 匀 , 总 体积 500 hL， 按 
表 1 程序 进行 , 第 2 向 采用 浓度 为 12% 丙 烯 酰胺 凝 
胶 进行 SDS-PAGE 电泳 。 电 泳 结束 经 考 马 斯 之 蓝 染 
色 、 脱 色 后 通过 UMAX 的 Powerlook 2100XL 扫描 
采集 图 像 用 PDQuest 8.0 分 析 软 件 对 凝 胶 图 谱 标 准 
化 处 理 ， 蛋 白质 点 匹配 和 生物 统计 ， 确 定 差异 表达 
蛋白 点 。 各 组 蛋白 检测 重复 3 次 。 


表 1 等 电 聚 焦 电 泳 程序 


Table 1 Isoelectric focusing electrophoresis procedure 

程序 Procedure 电压 Voltage (V) 速度 Speed 时 间 Time (h) 作用 Function 
Sl 250 线性 Linear 1.30 除 盐 Desalination 
S2 500 线性 Linear 1.30 除 盐 Desalination 
S3 1 000 快速 Celerity 2.30 除 盐 Desalination 
S4 10 000 线性 Linear 5.00 升 压 Boost 
S5 10 000 快速 Celerity 92 000 VHr 聚焦 Focusing 
S6 500 快速 Celerity Anytime 保持 Hold 
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1.2.5 ”差异 蛋白 点 的 质谱 鉴定 

运用 PDQuest 8.0 分 析 3 次 重复 凝 胶 图 谱 。 将 3 
张 图 谱 在 同一 位 置 出 现 的 差异 蛋白 点 确定 为 差异 蛋 
白 点 ,差异 蛋白 点 回收 、 酶 解 中 后 送 往 上 海中 科 新 
生命 生物 科技 有 限 公 司 进行 MALDI-TOF-TOF MS 
分 析 , 将 所 得 到 的 肽 片段 质量 数据 运用 PMEF 分 析 软 
件 MASCOT 2.2 进行 分 析 , 鉴定 相关 的 蛋白 质点 。 所 
得 蛋白 质 结果 信息 检索 于 数据 库 (NCBI: http:/www. 
ncbi.nlm.nih.gov/protein/) 和 EMBL-EBL(http:/www. 
ebi.ac.uk/services/proteins)o 
1.3 ”数据 分 析 

利用 Microsoft Excel 2010 对 数据 处 理 制 表 和 
SPSS 17.0 软件 对 数据 进行 显著 性 分 析 。 


2 ”结果 与 分 析 
2.1 提取 方法 对 油菜 叶片 总 蛋白 浓度 和 除 盐 时 间 
的 影响 
由 表 2 可 以 看 出 , 经 过 多 次 重复 试验 ,改进 前 
提取 方法 (未 加 PVPP 和 DTT) 得 到 的 冬 油菜 叶片 总 
蛋白 浓度 平均 为 8.11 hg:hL-，IEF 除 盐 时 间 平 均 为 
6.51 h; 改进 后 (加 入 PVPP 和 DTT) 得 到 的 全 蛋白 浓 


表 2 


度 平均 为 11.53 hg:nL- IEF 除 盐 时 间 平 均 为 5.37 h。 
由 表 2 可 知 改进 后 蛋白 浓度 及 除 盐 时 间 与 改进 前 差 
异 达 极 显著 水 平 (P<0.01)。 因 此 ， 通 过 蛋白 提取 液 的 
改进 ， 使 得 叶片 中 蛋白 质 溶解 更 加 充分 ， 蛋 白质 浓 
度 更 高 ， 可 以 更 好 地 满足 双向 电泳 上 样 量 的 要 求 ; 
另外 ,提取 液 中 加 入 PVPP,， 可 以 有 效 地 去 除 样品 中 
酚 类 等 杂质 ， 提 高 蛋白 纯度 ， 减 少 样品 中 的 盐分 ， 
有 利于 双向 电泳 等 电 聚 焦 IEF 过 程 的 进行 。 
2.2 不 同 pH IPG 胶 条 分 离 的 油菜 叶片 蛋白 点 比较 
由 图 1(A、B) 可 知 , 冬 油 菜 ' 陇 油 7 号 :叶片 总 蛋 
白 采 用 宽 范 围 (17 cm, pH 3~10) 非 线性 IPG 胶 条 进行 
分 离 , 低温 胁迫 前 后 蛋白 点 主要 集中 在 酸性 (pH 4~7) 
范围 内 ,蛋白 凝 胶 图 谱 经 PDQuest 8.0 软件 检测 分 析 ， 
可 以 检测 到 800~900 个 蛋白 点 。 为 了 让 蛋白 点 分 离 
更 加 明显 清晰 ， 本 试验 又 采用 了 窄 范 围 (17 cm, pH 
4~7) 的 IPG 胶 条 进行 蛋白 点 的 分 离 (图 2、 图 3), 与 
宽 范围 (5BH 3~10) 非 线性 胶 条 相 比 ， 窄 范围 (pH 4~7) 
胶 条 对 ' 陇 油 7 号 ;叶片 蛋白 质 分离 效 果 好 , 分 辩 率 高 
且 有 蛋白 点 分 布 均匀 , 在 凝 胶 图 谱 上 可 检测 到 
600~700 个 蛋白 点 。 可 见 ，17 cm、pH4~7 线性 IPG 
胶 条 更 适合 于 油菜 叶片 总 蛋白 质 的 分 离 。 


冬 油菜 叶片 总 蛋白 提取 方法 改进 前 后 蛋白 浓度 和 除 盐 时 间 的 比较 


Table 2 Protein concentrations and desalination times before and after imnprovement of extraction methods of protein in Brassica campestris 


重复 Replicate 
平均 Average 
1 2 3 4 3 
改进 前 蛋白 浓度 Protein concentration (hg*hL') 8.07 7.65 8.51 7.94 8.36 8.11B 
Before improvement 除 盐 时 间 Desalination time (h) 6.40 6.30 7.00 6.40 6.45 6.51A 
改进 后 蛋白 浓度 Protein concentration (hghL 1!) 11.26 10.88 12.35 12.11 11.03 11.53A 
After improvement 除 盐 时 间 Desalination time (h) 5.30 5.40 5.40 5.45 5.30 5.37B 
不 同 字母 表示 在 0.01 水 平 差异 显著 。Different letters indicate significant differences at P< 0.01. 
pH3 > pH 10 pH3 > pH 10 
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常温 对 照 (A) 和 低温 胁迫 (B) 下 油菜 叶片 pH 3~10 的 胶 条 各 处 理 叶 片 总 蛋白 双向 电泳 蛋白 表达 图 谱 


Two-dimensional electrophoresis protein expression profiles of total proteins analyzed under pH 3-10 strips of Brassica 


campestris leaves under normal condition (A) and cold stress of 4 'C for7 days (B) 


2.3 ”蛋白 酶 抑制 剂 (PMSF) 对 油菜 叶片 蛋白 质 2-DE 
图 谱 分 离 的 影响 
植物 细胞 破碎 后 ， 释 放 的 蛋白 酶 会 降解 蛋白 质 ， 


使 得 双向 电泳 凝 胶 图 谱 中 的 部 分 蛋白 点 缺失 (图 2A)。 
因此 ， 本 试验 在 样品 提取 液 中 加 入 蛋白 酶 抑制 剂 茶 
甲 基 磺 酰 所 人 PMSF) 有 效 防止 了 蛋白 质 的 降解 (图 2B)。 
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2 PMSF 对 常温 处 理 下 ' 陇 油 7 号 "叶片 总 蛋白 双向 电泳 蛋白 表达 图 谱 的 影响 
Fig.2 Effect of PMSF on the two-dimensional electrophoresis graphs of protein in seedling leaves of Brassica campestris under 
normal condition 
A: 提取 液 不 合 PMSF 条 件 下 的 蛋白 表达 图 谱 ; B: 提取 液 合 有 PMSF 条 件 下 的 蛋白 表达 图 谱 。A: the two-dimensional electrophoresis 
protein graphs without PMSF in extraction solution; B: the two-dimensional electrophoresis protein graphs with PMSF in extraction solution. 


经 PDQuest 8.0 软件 分 析 表 明 , 未 加 PMSF 的 凝 胶 
图 谱 中 可 检测 到 的 蛋白 点 数 为 587 个 , 而 加 入 
PMSF 的 凝 胶 图 谱 中 可 检测 到 的 蛋白 点 数 为 661 
个 。 所 以 , 在 样品 制备 过 程 中 应 尽 可 能 的 避免 因 蛋 
白质 的 降解 而 使 得 蛋白 质 种 类 减少 ,给 试验 结果 带 
来 分 析 误 差 。 
2.4 ”低温 胁迫 下 油菜 叶片 差异 蛋白 点 图 谱 分 析 
扫描 得 到 了 蛋白质 斑点 清晰 的 低温 胁迫 前 后 油 
菜 叶 片 双 向 电泳 图 谱 ， 且 每 个 样品 的 3 次 电泳 重复 
图 谱 基本 一 致 。 使 用 PDQuest 8.0 软件 分 析 2-DE 的 
考 染 图 (图 3 中 A、B) 进 行 自动 匹配 ， 并 结合 肉眼 观察 
及 手动 调整 ,检测 到 低温 胁迫 前 平均 蛋白 点 数 672 个 ， 
匹配 率 为 93%， 胁 人 迫 后 平均 蛋白 点 数 689 个 ,匹配 率 
为 90%。 对 表达 量变 化 在 2 倍 以 上 的 新 出 现 的 蛋白 点 
进行 检测 ， 共 检测 到 : 陇 油 7 号 叶片 低温 胁迫 前 和 低 


pH4 > pH7 


dDVd-SAS 十 


A 


3 ”常温 对 照 (A) 和 低温 胁迫 (B) 下 油菜 幼苗 叶片 差异 蛋白 表达 图 谱 
Fig.3 Two-dimensional gel electrophoresis graphs of protein in seedlings leaves of Brassica campestris under normal 
condition (A) and cold stress of 4 °C for7 days (B) 


2.5 ”差异 表达 蛋白 质 的 质谱 鉴定 结果 
对 低温 胁迫 后 15 个 差异 蛋白 点 检测 , 成 功 鉴 定 
出 11 蛋白 点 ， 未 成 功 鉴定 点 4 个 ， 将 成 功 鉴 定 的 


温 胁迫 后 之 间 有 15 个 质变 表达 差异 的 新 蛋白 质点 。 
在 低温 胁迫 下 ， 植 株 体 内 原 有 蛋白 质 的 含量 发 生 明 
显 变化 ,以 适应 逆境 胁迫 ， 其 双向 电泳 凝 胶 图 谱 和 与 
对 照 不 同 ， 这 意味 着 低温 胁迫 影响 油菜 叶片 可 溶性 
蛋白 质 结 构 与 组 分 的 变化 。 当 植物 受 低温 胁迫 刺激 
时 ,诱导 相关 基因 的 表达 , 合成 一 些 新 的 蛋白 质 (图 
3B 中 6-15, 图 4)， 即 诱导 表达 的 蛋白 质点 。 这 些 结 
果 表 明 ， 在 正常 条 件 下 ， 某 些 蛋 白质 的 表达 丰 度 较 
低 或 不 表达 。 但 是 ,在 低温 胁迫 下 ， 这些 蛋白 质 才 表 
达 、 并 发 挥 功能 ， 使 植物 体内 发 生 一 系列 生理 生化 
变化 ， 进 而 使 植物 耐 受 或 抵御 低温 的 胁迫 。 同 时 , 低 
温 导致 一 些 正常 基因 表达 通路 受阻 ， 使 体内 部 分 原 
有 蛋白 质 的 表达 受到 抑制 (图 3A 中 1-5, 图 4)， 即 抑 
制 表达 蛋白 点 。 低 温 胁 迫 下 ,相关 基因 的 上 调 表 达 和 
下 调 表 达 ， 是 植物 对 不 良 生存 环境 的 适应 性 反应 。 


pH 4 


> “i 
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11 个 蛋白 质谱 数据 与 NCBI 蛋白 质数 据 库 进 行 对 上 比 ， 
获取 差异 表达 蛋白 质点 的 相关 信息 ( 表 3)， 所 鉴定 得 
到 的 11 个 差异 蛋白 质 分 别 为 光合 作用 相关 的 蛋白 
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4 低温 胁迫 前 后 ' 陇 油 7 号 幼苗 叶片 15 个 差异 
蛋白 质点 的 放大 
Fig.4 Enlarged profiles of 15 differentially expressed protein 
spots in seedling leaves of Brassica campestris before and after 
low temperature Stress of 4 'C for 7 days 

椭圆 区 域 为 低温 胁迫 前 后 差异 表达 蛋白 点 。The elliptical 
areas denote the differentially expressed proteins before and after 
low temperature stress. 


(蛋白 点 1、5、8、15)、 糖 代谢 相关 的 蛋白 (蛋白 点 
7)、 物 质 运 输 相 关 的 蛋白 (蛋白 点 2、6) 和 胁迫 响应 
的 蛋白 (蛋白 点 9、10、13、14)。 
3 讨论 
3.1 制备 叶片 总 蛋白 样品 及 蛋白 水 化 的 上 样 量 是 
双向 电泳 成 败 的 首要 因子 
为 了 完整 地 获取 某 一 组 织 或 器 官 在 特定 时 期 表 
达 的 蛋白 种 类 和 数量 ， 最 大 限度 地 避免 蛋白 损失 和 
降解 ， 是 双向 电泳 成 败 的 首要 环节 P23。 由 于 白菜 型 


冬 油 菜 叶 片 中 含有 大 量 的 酚 类 、 醒 类 、 多 糖 类 、 脂 
类 和 色素 等 植物 次 生 代 谢 产 物 ， 这些 物 质 的 存在 会 
严重 干扰 第 一 向 IEFP25。 所以， 本 试验 在 样品 提取 
过 程 中 加 入 适量 的 PVPP， 有 效 地 减少 了 上 述 物质 对 
影响 ， 再 通过 加 大 离心 力 及 延长 离心 
时 间 可 以 除去 样品 中 的 盐分 从 而 避免 因 盐分 过 高 导 
致 聚焦 电压 达 不 到 预 设 电压 的 问题 。 王 晋 峰 等 2 发 
现 ,浓度 为 80% 的 丙酮 对 蛋白 质 沉淀 效果 最 佳 ， 因 
此 ， 本 试验 选择 用 80% 的 冷 丙酮 做 最 后 的 抽 提 ， 更 
加 彻底 地 清洗 了 提取 液 中 无 机 离子 , 减少 了 由 无 机 
离子 引起 的 导电 性 ， 并 达到 除 杂 的 目的 。 由 于 植物 
细胞 内 含有 蛋白 水 解 酶 ,在 样品 研磨 过 程 中 ， 细 胞 
破碎 会 释放 到 溶液 中 ， 引 起 蛋白 质 的 水 解 品 。 所 以 
本 试验 在 蛋白 提取 液 中 加 入 了 0.015% PMSF 蛋白 酶 
抑制 剂 ， 有 效 地 防止 了 油菜 总 蛋白 的 水 解 。 双 向 电 
泳 要 求 样品 中 的 蛋白 质 必须 完全 溶解 、 解 聚 、 变 性 
和 还 原 ， 使 蛋白 质 在 第 一 向 等 电 聚焦 电泳 中 有 效 分 
离 。 由 于 了 - 统 基 乙醇 还 原 能 力 较 差 , 且 具有 特殊 臭 
味 、 挥 发 性 强 ， 故 本 试验 采用 还 原 性 较 强 、 挥 发 性 
弱 的 DTT 替代 ,以 充分 破坏 蛋白 质 间 的 二 硫 键 ,使 
蛋白 更 好 地 分 离 。 在 蛋白 质 组 学 中 ,研究 差异 蛋白 
质 时 ， 作 为 比 对 两 种 状态 下 的 总 蛋白 在 上 样 量 上 应 
该 处 于 同一 水 平 。 一 般 情况 下 ， 双 向 电泳 的 蛋白 质 
上 样 量 在 0.5~1.2 mg 之 间 。 上 样 量 过 高 , 一 方面 导 
致 胶 条 对 样品 吸收 不 充分 , 产生 纵横 条 纹 ， 蛋白 点 
分 离 效果 不 好 ; 另 一 方面 使 一 些 低 丰 度 的 蛋白 点 被 
高 丰 度 蛋白 点 所 掩盖 ,难以 准确 地 控 取 目标 蛋白 点 ， 
导致 质谱 分 析 的 蛋白 种 类 繁多 ， 鉴 定 结果 不 准确 。 
上 样 量 过 低 , 一 方面 不 能 满足 考 马 斯 亮 蓝 显 色 的 要 
求 户 ; 另 一 方面 会 造成 凝 胶 图 谱 中 蛋白 点 模糊 不 清 ， 
从 而 导致 凝 胶 图 谱 中 假 阳 性 存在 ,给 后 续 的 分 析 工 
作 带 来 困难 。 所 以 ， 本 试验 蛋白 上 样 量 为 1 mg， 获 
得 的 蛋白 质 斑点 数 清晰 、 没 有 条 纹 状 蛋白 , 得 到 了 
较 好 的 2-DE 图 谱 ， 有 利于 后 续 的 分 析 研 究 。 
3.2 pH 4~7 的 非 线 性 IPG 胶 条 是 白菜 型 冬 油菜 叶 

片 总 蛋白 图 谱 分 离 鉴定 的 最 佳 胶 条 

试验 初期 采用 宽 范 围 (17 cm, pH 3~10) 非 线性 
IPG 胶 条 进行 了 蛋白 点 的 预 分 离 ， 发现 蛋白 点 主要 
集中 在 酸性 (pH 4~7) 区 域内 , 许多 蛋白 点 呈 矮 状 出 
现 , 未 能 有 效 分 离 ， 凝 胶 图 谱 经 PDQuest 8.0 软件 可 
检测 到 800~900 个 蛋白 点 。 但 是 ， 目 前 大 多 数 参 与 
植物 体 生命 活动 (如 光合 作用 、 呼 吸 代谢 及 响应 逆境 
等 ) 的 功能 蛋白 都 属 低 丰 度 蛋 白 '*1。 因 而 本 试验 选用 
17 cm, pH 4~7 的 IPG 胶 条 进行 蛋白 点 的 分 离 ， 可 检 
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- 甘 FBST 


表 3 


低温 胁迫 下 * 陇 油 7 号 :幼苗 叶片 特异 蛋白 点 MALDI-TOF-TOF MS 质谱 鉴定 结果 


Table 3 Identification results of Special proteins of seedling leaves of Brassica campestris Under cold stress of 4 °C for7 days by 
MALDI-TOF-TOF MS 
于 ~ 旦 
二 匹配 的 。 肽 段 匹 ”蛋白 质 
品 4 旦 LN mu 四 三 
蛋白 编号 数据 库 登录 号 蛋白 名 称 Theory of Ba 肽 段 数目 配 率 ”可 信 度 。 ”物种 
Spot No. Accession No. Protein name molecular weight 8 Number of Peptides Protein Plant Species 
score matched matching credibility 
(kD) /isoelectric onlides rate (%) (%) 
point Pep " 
叶绿体 放 氧 增强 蛋白 
1 gi|685262208 Oxygen-evolving enhancer protein 1-2 35 617.9/6.26 94 11 8.049 100 Brassica rapa 
chloroplastic 
=- 调 已 下 
2 gi1685304237 . 转录 调控 锌 指 蛋 日 24 378.1/9.53 42 9 5.009 100 Brassica rapa 
Transcriptional regulator SUPERMAN 
核 酮 糖 -1,5- 二 磷酸 羧 化 酶 /加 氧 酶 
5 gi|1665516992 Ribulose 1,5-bisphosphate 20 137.0/7.59 153 8 16.655 100 a 
carboxylase/oxygenase Em 
6 gi|685342811 膜 联 蛋 白 Annexin D1 36 275.6/5.42 229 21 27.200 100 Brassica rapa 
7 gil685347158 果糖 -1.6- 一 磁 酸 醛 缩 栈 43 123.1/6.27 411 12 24.659 100 Brassica rapa 
Fructose-1,6-bisphosphate aldolase 
8 gi1685269988 2 碳酸 材 栈 gy 28 673.6/5.63 315 14 26.466 100 Brassica rapa 
B-carbonic anhydrase 2, chloroplastic 
z 六 其 焉 条 || 文 | 
9,10 gi|1256424 琉 基 蛋白 酶 抑制 剂 , 22 987.6/5.95 163 8 8.178 100 Brassica rapa 
Cysteine proteinase inhibitor 
13 gi|685259686 类 甜 蛋 白 Thaumatin-protein 25 942.2/6.67 284 8 21.077 100 Brassica rapa 
老 媳 Brassica rapa 
14 gi|229893642 抗 病毒 蛋 白 . 28 284.5/9.20 366 11 62.249 100 subsp. 
Virus-resistance protein Einenais 
光 系 统 中 23kD 外 周 蛋 白 Bs 
15 gi|1620920 23kD protein of oxygen evolving system 23 447.6/4.91 68 2 68.000 100 0 pe 


of photo system | 


测 到 600~700 个 蛋白 点 , 虽然 损失 了 一 部 分 蛋白 点 ， 
但 是 分 离 效果 明显 优 于 前 者 , 分 离 所 得 蛋白 点 在 凝 
胶 图 谱 上 分 布 较为 均匀 且 蛋 白 点 清晰 ,为 寻找 和 鉴 
定 与 冬 油 菜 抗 寒 功 能 相关 的 蛋白 偶 定 了 基础 。 
3.3 ”低温 胁迫 相关 蛋白 的 功能 分 析 
3.3.1 ”光合 作用 相关 蛋白 

放 氧 增强 蛋白 (蛋白 点 1) 主 要 功能 是 催化 水 裂 
解 而 放出 氧气 , 还 原 质 体 醒 ,产生 跨 膜 质子 电化 学 
势 梯度 。Sugihara 等 中 和 Yamada 等 0 研究 发 现 , 植 
物 受 到 低温 、 和 干旱 和 盐 等 逆境 胁迫 会 导致 与 光合 作 
用 相关 蛋白 发 生 降解 ， 使 植物 光 能 利用 效率 下 降 ， 
更 容易 受到 光 抑 制 。 核 酮 糖 -1,5- 二 磷酸 羧 化 酶 /加 氧 
酶 (蛋白 点 5) 是 植物 光合 作用 过 程 中 的 关键 酶 ， 其 活 
性 与 光合 作用 密切 相关 中 。 本 研究 发 现 该 蛋白 点 在 
低温 胁迫 后 被 抑制 表达 ， 说 明 低 温 环境 下 ，' 陇 油 7 
号 叶片 的 光合 机 构 受 损 ， 进 行 光合 作用 的 质子 传递 
和 光合 磷酸 化 过 程 受到 低温 抑制 。 光 系统 1 23 kD 
外 周 蛋 白 ( 蛋 白 点 15)， 结 合 于 类 圳 体 膜 的 囊 腔 侧 ， 
具有 维持 PS I 水 裂解 活性 的 功能 中 。 低 温 胁 迫 后 ， 
“ 陇 油 7 号 ?叶片 为 了 维持 稳定 的 光合 速率 进而 诱导 
外 周 蛋白 的 表达 来 抵抗 低温 胁迫 ; 碳酸 栈 酶 (蛋白 点 
8)， 是 细胞 内 催化 CO, 可逆 水合 反 应 的 一 种 含 锌 金 
属 水 化 酶 , 与 光合 作用 密切 相关 。 邓 秋 红 等 3 研究 


证 明 碳 酸 酥 酶 参与 逆境 胁迫 的 生物 化 学 途径 ; 陈 虎 
等 中 以 龙眼 (Dimocatpus longan) 为 材料 ,利用 差异 
蛋白 质 组 学 鉴定 了 CA 蛋白 ， 从 蛋白 质 水 平 研究 表 
明 ，CA 有 蛋白 在 低温 胁迫 下 表现 上 调 , 说 明 其 基因 与 
低温 逆境 之 间 存 在 一 定 关 系 。' 陇 油 7 号 ' 在 低温 胁迫 
后 , 碳酸 酥 酶 被 诱导 表达 ,可 能 是 植物 为 了 适应 低 


温 胁迫 需要 能 量 来 维持 自身 的 生长 。 
3.3.2” 糖 代谢 相关 蛋白 


果糖 -1,6- 二 磷酸 醛 缩 酶 (蛋白 点 7) 是 糖 酵 解 和 
糖 异 生 过 程 中 的 一 个 关键 酶 ， 该 酶 主要 参与 可 溶性 
糖 的 合成 及 响应 低温 胁迫 诱导 表达 ， 可 溶性 糖 作为 
渗透 调节 物质 , 一 方面 可 以 防止 细胞 质 内 冷凝 ， 避 
免 形成 的 冰晶 对 细胞 造成 机 械 损 伤 ; 另 一 方面 可 以 
维持 细胞 内 渗透 压 ， 提 高 组 织 含水 量 ， 降 低 细 胞 质 
冰点 ， 从 而 提高 植物 对 低温 的 耐 受 性 。 本 研究 表明 ， 
该 酶 属于 诱导 性 表达 蛋白 质 ， 低 温 胁 迫 后 ,该 蛋白 
迅速 表达 并 积累 ， 从 而 保证 了 * 陇 油 7 号 :叶片 响应 低 
温 胁迫 过 程 中 正常 的 糖 代谢 途径 。 汤 晓 丽 5 在 拟 南 
芥 (4rabidopsis thaliana) 的 研究 中 通过 表 型 分 析 及 基 
因 心 片 检测 发 现 ,在 低温 致死 突变 体 中 ， 果 糖 -1,6- 二 
磷酸 醛 缩 酶 基因 (CpFB4) 的 表达 明显 上 调 。 孙 得 壬 59 
研究 发 现 , 在 一 定 阅 值 的 低温 胁迫 下 ， 都 会 诱导 不 
同 小 麦 (TrYiticum aestivum) 品 种 CpFBA 的 表达 响应 ， 
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表达 量 显著 上 调 ， 从 而 使 相应 蛋白 质 合成 并 不 断 积 
办 ,这 与 本 研究 结果 相 类 似 。 
3.3.3 ”物质 运输 相关 蛋白 

转录 调控 锌 指 蛋 白 ( 蛋 白 点 2) 是 一 种 转录 调控 
因子 。 它 可 以 通过 特定 的 结构 域 与 抗 塞 靶 基因 局 动 
子 区 域 的 顺 式 调 控 元 件 特异 结合 来 应 答 外 界 环境 胁 
迫 中 。 此 类 蛋白 的 表达 可 使 植物 更 有 效 地 应 对 低温 
胁迫 。 目 前 从 棉花 、 矮 牵 牛 (Petunia hybriq) 等 植物 中 
获得 的 该 类 基因 一 般 都 参与 植物 生长 发 育 与 抗 逆反 
应 4。 但 是 , 在 本 研究 中 该 蛋白 在 低温 胁迫 后 被 
抑制 表达 ， 说明: 陇 油 7 号 ;叶片 在 长 时 间 低 温 胁 迫 后 ， 
叶片 组 织 蛋 白 的 结构 域 受 到 破坏 ,致使 抗 寒 靶 基因 
未 能 与 蛋白 结构 域 特异 结合 。 膜 联 和 蛋白 (蛋白 点 6) 
是 一 类 Ca” 及 磷脂 结合 蛋白 , 植物 细胞 中 annexin 的 
研究 起 步 较 晚 。 目 前, 已 发 现 annexin 蛋白 在 植物 体 
广泛 分 布 , 在 植物 生长 发 育 和 应 对 环境 胁迫 过 程 中 
起 重要 作用 ， 主 要 参与 了 抗 寒 反 应 、 细 胞 分 泌 、Ca”* 
代谢 、 耐 盐 胁迫 、 干 旱 胁迫 以 及 ABA 信号 转 导 户 ]。 
何 美 敬 等 "研究 发 现 膜 联 和 蛋白 在 细胞 内 具有 过 氧化 
物 酶 活性 ， 可 以 推测 该 蛋白 点 的 诱导 表达 。 可 见 转 
录 调 控 锌 指 蛋 白 对 于 清除 低温 胁迫 下 * 陇 油 7 号 叶 
片 中 积累 的 活性 氧 ， 以 此 保证 逆境 胁迫 下 物质 的 正 
常 运输 县 有 重要 作用 。 
3.3.4 ”逆境 响应 相关 蛋白 

琉 基 蛋白 酶 抑制 剂 ( 蛋 白 点 9、10) 具 有 保护 细 
胞 、 组 织 及 器 官 中 蛋白 质 免 遭 外 源 蛋 白水 解 酶 水 解 
的 作用 1 此 外 ,研究 表明 ， 有 蛋白 水 解 酶 抑制 剂 基因 
的 超 表达 也 能 提高 转基因 植物 抗 低温 、 干 旱 等 非 生 
物 胁迫 能 力 。 沙 冬青 (4mmopiptanthus mongolicus) 是 
我 国 西北 重要 的 抗 逆 植 物资 源 , Liu 等 "克隆 到 了 沙 
冬青 低温 诱导 4mp 7 基因 ， 经 鉴定 属于 统 基 蛋白 酶 
抑制 剂 基 因 。 类 甜 蛋白 (蛋白 点 13) 是 一 种 具有 多 种 
生物 学 活性 及 重要 功能 的 植物 防御 蛋白 ， 植 物 受 到 
生物 或 非 生物 胁迫 时 ， 类 天 蛋白 在 植物 组 织 中 迅速 
表达 并 积累 ， 从 而 快速 提高 植物 抗 性 扩 ]。Hiilovaara 
等 [的 研究 发 现 ,， 冬 黑 麦 (Secale cereale) 叶 片 质 外 体 
在 低温 诱导 下 分 泌 的 类 甜 蛋白 , 其 抗 株 活性 与 抗 冻 
蛋白 相同 。 抗 病毒 蛋白 (蛋白 点 14), 一 方面 能 够 诱导 
植物 病程 相关 蛋白 的 表达 ， 此 蛋白 在 低温 胁迫 下 不 
断 积 累进 而 诱导 植株 获得 抗 塞 性 "5; 另 一 方面 能 
诱导 其 他 蛋白 或 物质 的 产生 ， 使 植株 产生 系统 抗 性 ， 
从 而 抵御 外 界 胁迫 对 植株 造成 的 伤害 。 本 研究 中 ， 
低温 下 * 陇 油 7 号 : 抗 塞 响应 相关 蛋白 的 表达 与 积累 ， 
可 有 效 防止 低温 对 细胞 生理 、 结 构 的 损伤 ， 从 而 大 
大 提高 其 抗 寒 能 力 。 


4 结论 


17 cm、pH 4~7 的 IPG 胶 条 最 适 于 油菜 叶片 的 
蛋白 点 的 分 离 。 低 温 胁迫 后 , 超 强 抗 寒 白菜 型 冬 油 
菜品 种 ' 陇 油 7 号 :叶片 部 分 光合 作用 相关 蛋白 表达 
受 抑制 ， 同 时 又 诱导 部 分 光合 作用 相关 蛋白 的 表达 ， 
抑制 表达 的 蛋白 可 能 是 在 长 时 间 低 温 条 件 下 植物 组 
织 受 到 不 可 逆转 的 损伤 所 致 。 同 时 ， 植 物 为 了 维持 
正常 的 光合 作用 , 诱导 碳酸 栈 酶 等 光合 作用 关键 酶 
的 表达 ,维持 植株 的 正常 生长 ; 膜 联 蛋白 等 物质 运 
输 相关 蛋白 的 表达 ， 有 助 于 维持 细胞 结构 ,促进 离 
子 的 跨 膜 运输 ,维持 植株 体内 的 稳 态 平衡 ; 此 外 ， 
低温 诱导 产生 的 类 甜 蛋白 , 与 其 他 逆境 响应 蛋白 协 
同 发 挥 作用 来 抵御 低温 的 胁迫 。 由 可 以 推测 , 稳定 
的 光合 作用 、 高 效 的 物质 代谢 系统 以 及 强大 的 抗 逆 
防御 机 制 对 低温 条 件 下 维持 超 强 抗 寒 品 种 ' 陇 油 7 
号 的 生长 起 重要 的 作用 。 
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